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通路中起到枢纽作用的关键蛋白分子。PI3K 不但参与调节早期 A 型流感病毒进
入细胞的过程，而且它的激活还将导致感染后期细胞凋亡被抑制，后者功能的实
现则依赖于流感病毒非结构蛋白 NS1 的表达。已被证实，PI3K 调节亚基 P85β
与 NS1 蛋白的直接相互作用能导致 PI3K 的激活，参与次相互作用的位点是 NS1
蛋白的效应区以及 P85β蛋白的 iSH2 和 SH3 区域。但是，NS1 结合 P85β蛋白导
致 PI3K 被激活的具体机制尚不清楚，因此，如果可以得到 NS1 与 P85β 蛋白的
复合物晶体结构，从而在三维空间结构上定位出蛋白间相互作用的关键氨基酸，
并解释这种相互作用所导致的 PI3K 激活机制是一种潜在的行之有效的方法。  
在本文的实验中，我们克隆并表达 H5N1 株 NS1 效应区蛋白以及 P85β iSH2
和 SH3 区域的蛋白，重复验证这些区域的相互作用，结果表明只有 P85β的 iSH2
区域跟 NS1 效应区存在直接的相互作用，而 P85β 的 SH3 区域并不与 NS1 效应
区蛋白相结合。在证明这种相互作用没有亚型的特异性后，我们用各种生化方法



















Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) is a key signaling mediator that is activated 
by Influenza A virus. In fact, PI3K not only regulates a very early step during viral 
entry but also results in suppression of premature apoptosis at later stages of infection. 
The latter function is dependent on the expression of the viral non-structural protein-1 
(A/NS1). It has been shown that PI3K activation occurs by direct interaction of 
A/NS1 with the P85β regulatory subunit and interaction sites of A/NS1 and P85β 
have now been mapped in detail, that are the effector domain of NS1 protein and the 
iSH2 and SH3 domains of the P85β protein. However, the way of how the PI3K is 
activated by the direct binding of NS1 with the P85β remains unclear. Thus, obtaining 
the NS1-P85β protein complex crytals so as to locate the accurate binding sites of the 
two proteins in 3D space would be an effective potential way to unravel the PI3K 
activation mechanism upon NS1 and P85β binding. 
In our experiment, we construct and express the H5N1 NS1 effector domain as 
well as the P85β iSH2 and SH3 domains clones, then repeat the interaction related 
domain mapping experiment. Our result shows that only P85β iSH2 directly interacts 
with NS1 protein, while SH3 domain of P85β seems to fail to bind to NS1 protein. 
After verifying the interaction does not occur upon strain specific, we then tried a 
series of biochemical methods to purify the NS1 and P85β protein as well as their 
hetero-dimer complex. We then use the vapor diffusion method to screen the protein 
crystal growth conditions, and now the work is still in progress. 
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1 前 言 
1.1 磷脂酰肌醇-3激酶（Phosphotidyl 3-kinase,PI3K）家族简介 
磷脂酰肌醇-3 激酶（Phosphatidylinositol 3-kinase,PI3K）是 11 年前发现的一
种与细胞内信号传导有关的之类第二信使[1]。其家族成员能特异性地催化磷脂酰
肌 醇 （ phosphatidylinositol, PI ） 3- 位 羟 基 磷 酸 化 （ D3 position of 
phosphatidylinosistol），产生具有第二信使作用的肌醇脂物质磷脂酰肌醇-3-磷酸
（phosphatidylinositol-3-triphosphate,PI3P）的激酶。 
PI3K 主要磷酸化磷脂酰肌醇-4-磷酸(phosphatidylinositol-4-triphosphate, PI4P) 
和磷脂酰肌醇-4, 5-二磷酸(phosphatidylinositol-(4,5)-diphosphate, PIP2)生成磷脂





胞骨架重组[4, 5]、细胞存活[6]、肿瘤发生[7, 8]、细胞凋亡[9]等。 
 
1.1.1 PI3K 家族成员 
哺乳动物 PI3K 家族成员众多，按照其架构特征及作用底物的特异性差异，
将此家族划分为 3 型。在体外，III 型 PI3K 以 PI(phosphatidylinositol)为底物，II
型以 PI 及 PIP(phosphatidylinositol-4-phosphate)为底物， I 型以 PI, PIP 及





PI(4,5)P2。I 型 PI3K 可进一步分为两亚类，由调节亚基 P85 和催化亚基 P110α/β/δ
之一组成的异二聚体为 IA 型，调节亚基 P101 和催化亚基 P110γ组成的异二聚体

















IA 型 PI3K 是一个由 P85 调节亚基和 P110 催化亚基组成的异质二聚体。 
目前 P110（图 1）已知的有三种同种型分别为 P110α、P110β、P110δ，有 6
个依次排列的结构域:N-端 P85 结合域(又称 ABD，P110γ无此结构域)，Ras 结合
域(RBD)，富脯氨酸区(可与含 SH3 的蛋白发生作用)，3 个 PI3K 同源区(homology 
region, HR)-HR3 区(亦称为 C2，C 端包含碱性亮氨酸拉链样结构域 bZIP)，HR2
区(亦称 PIK 结构域)及 C-端 HRI 区(催化结构域)。HR3 区可能与膜结合有关，
HR2 区可能与底物的递呈(presentation)有关，HRl 区为激酶区，催化肌醇脂 3-位
羟基磷酸化。所有的催化亚基都含有 N-端 P85 结合域，Ras 结合域，以及三个
PI3K 同源区[10-12]。 
 
图 1 IA 型 PI3K 催化亚基 P110 结构图 
 
调节亚基 P85（图 2）在 PI3K 中起到了多重作用:下调该复合物的基本活性，
稳定催化亚基 P110，活化下游酪氨酸激酶受体，以及一系列由酪氨酸激酶及 Ras
激活的下游事件。目前共有 7 个已知的 P85/P55 亚型通过三个基因 P85α、P85β、
P55γ 的选择性剪切得到。这 7 种任意类型的调节亚基都可以和任意一个调节亚
基 P110 的同种型 P110α、P110β、P110δ 相结合。P85α、P85β 分子量 85kD，小
调节亚基 P55γ 分子量 55kD，人类的 P85α 与 P85β 都由 724 氨基酸组成，两者
之间有 62%同源性,两种 P85 均含有一个 N-端 SH3 区，一个 Rho 结合域/BCR 同
源区(breakpoint cluster region, BCR)，2 个 SH2 区及一个连接区。SH3 区和 BCR
同源区对 P110 的催化活性有负调控作用。两个 SH2 间的连接区为与催化亚基
P110 发生结合的区域，P55γ仅含两个 SH2 区及其连接区，无 SH3 区，因此与之
结合的 P110 的活性 高，P55α及 P50α的 SH3，BH 和其中一个富脯氨酸结构域
则被一个 6 及 34 个多肽所替代。即使 IA 型 PI3K 的调节亚基 N 端区域即使很小，
一样能与各种蛋白有效的结合[13]。所有的调节亚基都含有两个 SH2 结构域（N
端和 C 端的各一个），中间由一个 iSH2 结构域相连接[14-17]。到目前为止，还不

















图 2 IA 型 PI3K 调节亚基 P85 结构图   
 
iSH2 结构域负责与 ABD 结构域紧密结合[19]。nSH2 结构域和 cSH2 结构域则
负责与各种被激活了的各种受体以及适配蛋白上含有 YXXM 基元的已被磷酸化
了的酪氨酸残基相结合，这样的结合将导致 PI3K 的激活。nSH2-iSH2 被认为是
组成能够调节 PI3K 活性的 小有效单位[16]：它不但抑制了 PI3K 的基本活性，
并且通过与磷酸化的酪氨酸残基结合来引导PI3K的激活。相比之下，单独的 iSH2
虽然能够与 P110 亚基紧密结合，却对 PI3K 的活性调节作用微乎甚微。利用 X
衍射晶体学的方法得到的体外复合物结构图显示 P85-iSH2 的结构为两个反平行
的 α 螺旋折叠成一个细长的棒状结构，P110 则在折叠的过程中在一侧形成一个
细长的狭缝，这个狭缝正好与 P85iSH2 的棒状结构吻合（图 3）[20]。 
 

















IB 型 PI3K（图 4）是一个由调节亚基 P101 和催化亚基 P110γ组成的异质二




图 4 IB 型 PI3K 调节亚基 P85 结构图[18] 
 
1.1.1.2 II型PI3K(PI3K class2 ,PIK3C2) 
在细胞中的生理性底物可能是 PI(4)P，不形成异二聚体。自 N-端到 C-端依
次排列着富脯氨酸区、Ras 结合区、HR3 区、HR2 区、HR1 区、PX 结构域及
C2 结构域。PX 结构域为 NADP 氧化酶相关蛋白 phox 的同源结构域，仅见于哺
乳动物，与膜性结合有关;C2 结构域与类似于 PKC 的 Ca2+依赖磷脂结合结构域
C2 (conserved region 2)类似，与活化时蛋白的膜锚定及介导蛋白一蛋白间的相互
作用有关，其余结构域的功能与 P110 的对应结构域相似（图 5）。 
此型 PI3K 目前已发现至少 2 个成员，人 PI3KC2α分子量 190kD,氨基酸组成






图 5 II 型 PI3K 结构图  
 
1.1.1.3 III型PI3K(PI3K class 3,PIK3C3) 
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